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Description 

La presente invention a pour objet une culture biologiquement pure d'une souche de bacterie lactique, une com- 
position contenant cette souche et une utilisation de cette souche. 

5 EP 199535 (Gorbach et Goldin) propose une souche bacterienne identifiee tout d'abord comme etant un Lacto- 

bacillus (L.) acidophilus, puis comme se rapprochant le plus de L.casei subs, ramnosus (cf M.Silva et al. dans Antimi- 
crobial Agents and Chemotherapy, 31_, No 8, 1231-1233, 1987), qui presente une bonne adhesion aux cellules de la 
muqueuse de I'intestin grele et qui se prete a des utilisations therapeutiques. Cette souche, baptisee souche GG et 
deposee a I'ATCC (American Type Culture Collection) sous le No 53103, peut etre utilisee en combinaison avec un 

10 support pharmaceutiquement acceptable, en particulier dans des produits alimentaires, notamment dans des produits 
laitiers acidifies du type yogourt, par exemple. 

D'autres souches du meme type ont ete utilisees de longue date dans des produits et dans un but analogues. II 
existe cependant un besoin de souches particulierement performantes de ce type qui soient clairement identifies, qui 
presentent des vertus indiscutables et qui viennent enrichir la palette des souches disponibles. 

15 La presente invention a pour but de satisfaire ce besoin. 

A cet effet, selon la presente invention, on propose une culture biologiquement pure d'une souche de bacterie 
lactique selectionnee pour ses facultes d'implantation dans une flore intestinale, d'adhesion a des cellules intestinales, 
d'exclusion competitive de bacteries pathogenes sur des cellules intestinales, d'immunomodulation et/ou de reduction 
d'activite enzymatique fecale. 

20 Une telle souche est tout particulierement destinee a etre administree a I'homme ou a des animaux dans un but 

therapeutique ou prophylactique au niveau du systeme gastro-intestinal, notamment dans un but antidiarrheique. 

La souche peut etre administree sous forme de culture biologiquement pure, telle quelle ; apres congelation et/ou 
lyophilisation, par exemple. Une telle culture peut comprendre de 10 8 -10 10 germes viables (cfu, de I'expression tech- 
nique anglaise "colony forming units") par g pour la forme liquide ou congelee, et de 10 9 -10 11 cfu/g pour la forme 
25 lyophilisee, par exemple. 

La souche peut egalement etre administree sous forme d'une composition comprenant une telle culture et un 
support ingerable, en particulier un support pharmaceutiquement acceptable ou un produit alimentaire tel qu'un lait 
acidifie, notamment un yogourt ou uneformule lactee en poudre, par exemple. 

Dans un premier mode de realisation prefere de la presente invention, on propose une culture d'une souche de 
30 bacterie lactique selectionnee pour sa faculte de s'implanter dans le tube digestif de souris ou de rats a flore intestinale 
humaine. 

Dans un deuxieme mode de realisation prefere de la presente invention, on propose une culture d'une souche de 
bacterie lactique selectionnee pour sa faculte d'exclusion competitive, sur des cellules intestinales, de bacteries pa- 
thogenes responsables de diarrhees. 

35 Parmi diverses souches de bacteries ainsi selectionnees a partir notamment de laits acidifies, en particulier de 

yogourts du commerce, ou a partir de cultures du commerce destinees a la preparation de tels laits, ou a partir de 
feces d'enfants, par exemple, quatre ont ete deposees, a titre d'exemple, selon le traite de Budapest, le 30.06.92, a 
la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM), Institut Pasteur, 28 rue du Dr Roux, 75724 Paris 
Cedex 15 : France, ou elles ont recu chacune le No CNCM respectif indique ci-apres entre parentheses, a savoir une 

40 souche de Lactobacillus acidophilus (CNCM 1-1 225), une souche de Bifidobacterium breve (CNCM 1-1 226), une souche 
de Bifidobacterium infantis (CNCM 1-1227) et une souche de Bifidobacterium longum (CNCM 1-1228). 

Des details concernant la morphologie et les proprietes generales de ces souches sont donnes ci-apres: 

Lacidophilus CNCM 1-1225 

45 

Morphologie: 

Microorganisme Gram-positif, non motile, ne formant pas de spores. 
50 - Batonnets isoles assez courts et trapus 
Metabolisme: 

Microorganisme microaerophile, avec metabolisme homofermentaire donnant lieu a la production d'acide lactique 
55 |_(+) et D(-). 

Autres caracteristiques : Catalase (-), production de C0 2 (-), hydrolyse de I'arginine (-). 
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Fermentation des sucres: 

amygdaline (+), arabinose (-), cellobiose (+), esculine (+), fructose (+), galactose (-), glucose (+), lactose (+), 
maltose (+/-), mannitol (-), mannose (+), melibiose (-), raffinose (+), ribose (-), salicine (+), sucrose (+), trehalose (+). 

5 

B. breve CNCM 1-1226, B infantis CNCM 1-1227 et B.longum 1-1228 
Morphologie: 

10 - Microorganismes Gram-positifs, non motiles, ne formant pas de spores. 

Courts batonnets aux extremites arrondies avec branchements en "V" ou en "Y". 
Metabolisme: 

15 

Microorganismes anaerobes, avec metabolisme heterofermentaire donnant lieu principalement a la formation 
d'acide lactique et acetique. 

Autres caracteristiques: Catalase (-), production de C0 2 (-), hydrolyse de I'arginine (-). 

20 

Fermentation des sucres 

Le profil de fermentation des sucres de ces especes etant tres instable et non reproductible, seuls quelques sucres 
sont toujours fermentes, notamment D-ribose, lactose et raffinose. 
25 Des details concernant les proprietes particulieres pour lesquelles la presente souche peut etre selectionnee sont 

donnes ci-apres: 

Implantation dans uneflore intestinale 
30 Souris gnotoxeniques 

Deux groupes de souris axeniques (souris sans flore intestinale) sont associees chacune avec la flore humaine 
d'un donneur different (souris gnotoxeniques). Apres plusieurs jours d'installation, les flores intestinales des souris 
sont tout a fait comparables a celles des donneurs humains, d'un point de vue fonctionnel, qualitatif et quantitatif. 
35 Dans le cadre de la presente invention, de nombreuses souches sont testees pour leur aptitude a coloniser le tube 

digestif de ces souris a flore humaine, autrement dit pour leur faculte d'implantation dans cette flore intestinale. 

On constate que la plupart des souches ne sont pas capables de coloniser ces animaux, meme apres plusieurs 
inoculations successives, mais que la souche L.acidophilus CNCM 1-1225, par exemple, est capable de se multiplier 
et de s'implanter dans le tube digestif, autrement dit dans la flore intestinale des souris des deux groupes, et ceci 
40 meme apres une seule inoculation. 

Cette colonisation ou implantation permet a la souche d'etre presente dans les feces a raison de plus de IG^cfu/ 
g. Cette teneur des feces en germes viables de la souche peut etre consideree comme necessaire et/ou suffisante 
pour que le metabolisme de la souche puisse modifier celui de I'hote. 

On constate en outre que cette implantation persiste tant que I'environnement des animaux n'est pas perturbe. 

45 

Rats gnotoxeniques 

Des rats axeniques sont associes (rats gnotoxeniques) avec une souche (BacteroTdes thetaiotaomicron Fl 1 , col- 
lection particuliere du Centre de Recherche Nestec SA, CH-1000 Lausanne, Suisse) isolee d'une flore intestinale 
50 humaine d'un donneur bien portant destinee, voir plus loin, a simuler la production d'enzymes d'une flore fecale com- 
plete. Cette association entraine une colonisation abondante de I'intestin de ces rats et permet a cette bacterie de se 
retrouver dans les feces a raison de environ 10 8 cfu/g. 

Un essai d'implantation de la souche de L.acidophilus CNCM 1-1225, par exemple, dans cette flore resulte en une 
bonne co-colonisation qui permet a cette souche d'etre egalement presente dans les feces a raison de environ 1 0 8 cfu/g. 

55 

Volontaires humains 

A titre de comparaison, on determine combien de germes viables de L.bulgaricus se retrouvent dans les feces de 
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volontaires humains bien portants qui consomment du yogourt traditionnel, prepare par fermentation d'un lait de vache 
avec une culture de L.bulgaricus et de S.thermophilus du commerce. 

Ces volontaires ne consomment aucun produit laitier fermente durant trois periodes consecutives de trois semaines 
chacune, exception faite du yogourt qu'ils consomment durant la deuxieme periode de trois semaines. 
5 Durant les trois semaines ou ils consomment du yogourt, ils le font de maniere a ingerer environ 10 10 L.bulgaricus 

par jour, ce qui correspond a environ 3yogourts de 120 g par jour. Durant la periode de consommation des yogourts, 
on retrouve environ 10 5 cfu de L.bulgaricus par g de feces des volontaires. 

Dans le cadre de la presente invention, on realise un essai selon le meme scenario que ci-dessus, mais avec du 
yogourt prepare par fermentation d'un lait avec une culture de S.thermophilus et de B.bifidus du commerce supple- 
10 mentee avec la souche L. acidophilus CNCM 1-1225, par exemple, en concentration du meme ordre. 

On determine le nombre total de germes viables de Lactobacilles dans les feces des volontaires avant, pendant 
et apres la periode de consommation du yogourt. On trouve des valeurs de 10 5 -10 6 cfu/g avant, plus de 10 7 cfu/g 
pendant et 10 6 cfu/g apres. 

On observe done une augmentation du nombre total de Lactobacilles retrouves dans les feces pendant la periode 
is de consommation du yogourt. La souche CNCM 1-1 225 est retrouvee en quantite importante et sous forme viable chez 
les volontaires. Par contre, elle est eliminee en quelques jours apres I'arret de la consommation du yogourt. 

Reduction d'activite enzymatique fecale 

20 Rats gnotoxeniques 

Dans le cadre des essais realises avec les rats gnotobiotiques ci-dessus, on determine I'activite azoreductase et 
nitroreductase fecale. Les enzymes azoreductase et nitroreductase sont en effet impliquees dans la production de 
substances carcinogenes. Une concentration elevee de ces enzymes est liee a une augmentation de risque du cancer 
25 du colon. 

On constate que I'activite enzymatique fecale des rats gnotobiotiques a BacteroTdes se monte a 2,5 |ug/h/mg de 
proteine pour I'azoreductase eta 4,2 jag/h/mg de proteine pour la nitroreductase, alorsque, pour les rats gnotobiotiques 
a BacteroTdes dans laflore desquelles la souche CNCM 1-1225, par exemple, a ete implantee, cette activite enzyma- 
tique se monte a 1 ,8 jj,g/h/mg de proteine pour I'azoreductase et a 3,5 uxj/h/mg de proteine pour la nitroreductase. 
30 On constate par ailleurs que des rats gnotobiotiques a flore intestinale formee exclusivement de la souche CNCM 

1-1225 ne presentent aucune activite azoreductase et nitroreductase fecale. 

En d'autres termes, on constate que la presence de la souche CNCM 1-1225 dans la flore de rats gnotobiotiques 
induit une diminution de certaines productions enzymatiques indesirables chez ces animaux, autrement dit des modi- 
fications benefiques dans le metabolisme de I'hote. 

35 

Volontaires humains 

Dans le cadre des essais realises avec les volontaires humains ci-dessus, on determine I'activite enzymatique 
nitroreductase fecale. On determine cette activite durant les derniers jours qui precedent la periode de consommation 
40 du yogourt prepare avec la souche CNCM 1-1225, par exemple, tout au long de cette periode et dans les premiers 
jours qui suivent. 

On constate ainsi que cette activite passe de 8,2 a 4,9 jug/h/mg de proteine durant la periode de consommation 
du yogourt, qu'elle reste a ce niveau durant environ une semaine apres cette periode et qu'elle remonte progressive- 
ment ensuite. 

45 

Immunomodulation 

Volontaires humains (pouvoir phaqocytaire des leucocytes) 

50 Des volontaires humains s'abstiennent de toute consommation de produits laitiers fermentes, a I'exception des 

produits consommes selon le programme suivant: lait durant trois semaines, yogourt prepare par fermentation d'un 
lait avec une culture mixte de S.thermophilus du commerce et de L. acidophilus CNCM 1-1225, par exemple, durant 
les trois semaines suivantes, puis lait durant six semaines. 

On determine le pouvoir phagocytaire des leucocytes dans le sang peripherique des volontaires, au debut et a la 
55 fjn de chacune de ces periodes. 

Cette determination consiste a extraire les leucocytes du sang et a les mettre en presence de bacteries fluores- 
centes. On mesure la lumiere fluorescente emise par les leucocytes qui ont phagocyte des bacteries fluorescentes 
par analyse cytometrique en flux (avec un appareil commercialise sous le nom de Facscan). On en deduit le pourcen- 
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tage des leucocytes qui ont une activite phagocytaire, pourcentage qui represente ledit pouvoir phagocytaire. 

On observe un pouvoir phagocytaire des leucocytes du sang peripherique de 36,5% au debut de la premiere 
periode de consommation de lait, de 32,7% a la fin de cette periode et done au debut de la periode de con som mat ion 
de yogourt, de 51 ,8% a la fin de cette periode de consommation de yogourt et de 51 ,4% six semaines apres, done a 
5 la fin de la deuxieme et derniere periode de consommation de lait. La probability que Ton fasse erreur (valeur p) en 
estimant que cette augmentation du pouvoir phagocytaire des leucocytes est significative est inferieure a 0,1% . 

Volontaires humains (reponse a un vaccin) 

10 16 volontaires humains bien portants (groupe test) suivent le programme d'alimentation suivant: durant deux se- 

maines (semaines 1 et 2) diete normale dont est exclu tout produit fermente, durant les trois semaines suivantes 
(semaines 3, 4 et 5) diete assortie de la consommation de trois yogourts de 125 ml par jour, ces yogourts ayant ete 
prepares par fermentation d'un lait avec une culture de S.thermophilus et de Bifidobacterium bifidus du commerce a 
laquelle on a ajoute, a titre d'exemple, la souche de L. acidophilus CNCM 1-1225 qui est presente dans ce yogourt a 

is raison de 1 0 7 -1 0 s cfu/ml, et durant encore deux semaines (semaines 6 et 7) diete normale dont est exclu tout produit 
fermente. 

14 volontaires humains bien portants (groupe temoin) suivent simultanement un programme d'alimentation con- 
sistant en une diete normale dont est exclu tout produit fermente. 

Un vaccin oral vivotif (Salmonella typhi Ty21a) commercialise par la maison Berna SA est administre aux volon- 
20 taires des deux groupes conformement aux instructions du fabriquant aux jours 1 , 3 et 5 de la semaine 4. 

Des prises de sang sont effectuees sur tous les volontaires 3 jours avant le debut de la semaine 3, ainsi que 1 
jour et 10 jours apres la fin de la semaine 5. 

Une determination de la concentration des IgA specifiques de la reponse immunitaire aux lipopolysaccharides 
antigenes (LPS) de Salmonella typhi est realisee par la methode ELISA. 
25 On constate que I'augmentation de la concentration des IgA specifiques observee quinze jours apres la vaccina- 

tion, par rapport a la concentration observee neuf jours avant la vaccination, est significative dans les deux groupes 
(valeur p < 0,001). 

Cependant, si Ton considere des plages de facteurs d'augmentation < 2; > 2 et < 3; > 3 et < 4; > 4, on observe 
des repartitions respectives dans ces plages de 1 , 6, 3 et 6 volontaires pour le groupe test contre 8, 3, 0 et 3 volontaires 
30 pour le groupe temoin. En d'autres termes, les facteurs d'augmentation sont significativement plus eleves dans le 
groupe test que dans le groupe temoin (valeur p = 0,04). 

Adhesion a des cellules intestinales 

35 Dans le cadre de la presente invention, on etudie I'adhesion de differentes souches de bacteries lactiques a des 

cellules intestinales, notamment a des cellules epitheliales intestinales humaines Caco-2 (M. Pinto et al. , Biol. Cell. 47, 
323, 1983) et a des cellules intestinales humaines secretrices de mucus HT29-MTX (Lesuffleur et al., Cancer Res. 50, 
6334-6343) en culture monocouche in vitro. 

Pour ce faire, on cultive les cellules dans des flacons en plastique de 25 cm 2 (Corning) pour I'entretien des lignees 

40 cellulaires et sur des lames de verre (22x22mm) degraissees, sterilisees et placees dans des boTtes a six puits (Cor- 
ning), pour les tests d'adhesion. 

Pour cultiver les cellules Caco-2 et HT29-MTX, il faut changer quotidiennement le milieu a partir du deuxieme jour 
suivant le reensemencement. On prepare le milieu de culture a partir de poudre de milieu essentiel minimum Eagle 
modifie par Dulbecco (DMEM). 

45 Les bacteries lactiques sont cultivees en anaerobiose sur milieu MRS a partir d'un stock congele. Les bacteries 

sont utilisees a partir du deuxieme repiquage. 

Un milieu mixte d'incubation sur les cellules est prepare en melangeant 50% d'un milieu DMEM sans antibiotique 
et 50% du milieu MRS dans lequel les bacteries ont pousse, ce milieu contenant 10 8 lactobacilles ou bifidobacteries 
(cf Chauviere G. et al., FEMS Microbiol. Lett. 91 , 213-218, 1992). 

50 Pour realiser I'adhesion, on dispose le milieu mixte contenant les bacteries sur les cellules intestinales et Ton 

incube une heure en aerobiose. On effectue cinq lavages par vingt agitations circulaires des boTtes a puits, de facon 
a permettre une bonne elimination des bacteries non adherentes. Les tapis cellulaires sont ensuite fixes dans des 
bains successifs de methanol, 10 min a 70%, 10 min a 95% et 15 min a 100%, et colores a la coloration de Gram ou 
de Giemsa. Un niveau d'adhesion est determine par comptage microscopique des bacteries adherentes. 

55 Parmi les nombreuses souches essayees, les quatre souches deposees, a titre d'exemple, dans le cadre de la 

presente invention, presentent un bon niveau d'adhesion a des cellules intestinales tel que determine par ces essais 
d'adhesion sur la lignee de cellules Caco-2. 

C'est ainsi que la souche L.acidophilus CNCM 1-1225 adhere aux cellules Caco-2 a raison de environ 150+23 
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cellules de bacterie pour 1 00 cellules Caco-2. Si Ton note ce resultat avec +++++, on obtient une adhesion de ++++++ 
pour B.breve CNCM 1-1226, ++++ pour B.infantis CNCM 1-1227 et ++++ pour B.longum CNCM 1-1228. 

Des essais d'adhesion aux cellules HT29-MTX de la souche L. acidophilus CNCM 1-1225, par exemple, donnent 
meme des resultats encore plus spectaculaires. 

5 On constate egalement, de maniere surprenante, que I'adhesion de ces souches, ou tout au moins de certaines 

d'entre elles, est due a un facteur qu'elles secretent dans leur propre milieu de culture (MRS ou lait, par exemple). En 
etfet, si le processus d'incubation d'une heure sur Caco-2 decrit ci-dessus est realise avec les souches L.acidophilus 
CNCM 1-1225, B.breve CNCM 1-1226, ou B.longum CNCM 1-1228 sans leur milieu de culture bacterien, on observe 
une importante diminution de I'adhesion. 

10 En outre, si Ton realise ce processus d'incubation sur Caco-2 avec ces souches et leur milieu de culture preala- 

blement soumis a un traitement a la trypsine, on observe egalement une importante diminution de I'adhesion. Ceci 
semble prouver que le facteur d'adhesion secrete par ces souches dans leur milieu de culture est une proteine. 

Exclusion competitive de bacteries pathogenes 

15 

Dans le cadre de la presente invention, on etudie les facultes, presentees par diverses souches de bacteries 
lactiques, d'exclusion competitive de bacteries pathogenes, notamment de bacteries pathogenes responsables de 
diarrhees, sur des cellules intestinales. 

On etudie en particulier I'exclusion de certaines souches d'E.coli, saprophytes du tube digestif chez I'homme et 
20 I'animal, qui peuvent acquerir des caracteres de virulence et devenir pathogenes, a savoir des E.coli enterotoxinogenes 
(ETEC) ; des E.coli enteroadherents (DAEC) et des E.coli enteropathogenes (EPEC), ainsique I'exclusion d'une souche 
de Salmonella typhi-murium. 

Les souches utilisees pour cette etude sont: 

25 

pour ETEC, la souche H10407 qui exprime CFA/1 (Collection du professeur Joly, Laboratoire de microbiologie, 
Faculte de medecine et de pharmacie, Universite de Clermont-Ferrand 1 , 63003 Clermont-Ferrand, France) 

pour DAEC, la souche C1845 (Collection of Dr S. Bilge, Department of Microbiology, School of Medicine, G 3111 
30 Health Sciences Building, University of Washington, Seattle, Washington 98195, USA) 

pour EPEC, la souche JPN15 pMAR7 qui exprime EAF et eae (Collection of Prof. J.Kaper, Center for Vaccine 
Development, University of Maryland, School of Medicine, 1 0 South Pine Street, Baltimore, Maryland 21 201 , USA) 

35 - pour Salmonella typhi-murium, la souche SL 1 344 (Dr B.Stocker, Stanford University, School of Medicine, Depart- 
ment of Microbiology and Immunology, Sherman Sairchild Science Building, D 333 Stanford, California 
94305-5402, USA) 

Pour determiner I'adhesion des bacteries sur les cellules Caco-2, on procede de la maniere decrite ci-apres: 
40 En bref, on lave deux fois les monocouches de cellules Caco-2 avec un tampon phosphate salin (PBS). Les E. 

coli marquees au 14 C ou les Salmonella marquees au 35 S sont mises en suspension dans le milieu de culture, a raison 
de 10 8 cfu/ml, et 2ml de suspension sont ajoutes a chaque puits contenant une lame portant la culture cellulaire. 

Pour E.coli, toutes les incubations sont conduites en presence de 1 % de D-mannose. Pour determiner un facteur 
ou taux d'exclusion, autrement dit quelle proportion de bacteries pathogenes sont empechees d'adherer aux cellules 
45 Caco-2 par des bacteries lactiques qui prennent leur place, on ajoute 1 ml de suspension contenant 10 8 cfu/ml de 
souche pathogene marquee et 1 ml d'une suspension contenant soit 10 8 , soit 10 9 cfu/ml de la souche de bacterie 
lactique testee, a chaque puits contenant une lame portant la culture cellulaire. 

On incube les plaques a 37°C en atmosphere a 10% de C0 2 et 90% d'air durant 1 h. On lave les monocouches 
de cellules cinq fois au PBS sterile. Les bacteries adherentes et les cellules intestinales sont dissoutes en solution de 
50 NaOH 0,2N. On evalue le nombre de bacteries adherentes marquees par comptage a scintillation liquide. 

Parmi differentes souches de bacteries lactiques ainsi testees quant a leurs facultes ou pouvoir d'exclusion com- 
petitive de bacteries pathogenes, les souches selectionnees et deposees a titre d'exemple dans le cadre de la presente 
invention ont effectivement revele des facultes remarquables presentees dans le tableau ci-apres qui donne, en %, 
les taux d'exclusion realises par les souches testees aux depens des differentes souches pathogenes utilisees dans 
55 ces essais. 
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Taux d'exclusion competitive (%), vis-a-vis de: 


ETEC 


DAEC 


EPEC 


Salmonella 


1-1225 


10 9 


78 


79 


83 


86 




10 8 


50 


53 


53 


42 


1-1226 


10 9 


80 


68 


83 


88 




10 8 


55 


53 


55 


41 


1-1228 


10 9 


47 


47 








108 


11 








1-1227 


10 9 


58 


46 








10 8 
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R even di cations 

1. Souche de bacterie lactique Bifidobactedum selectionnee pour ses facultes d'implantation dans une flore intesti- 
nale, d'adhesion a des cellules intestinales, d'immunomodulatioa et d'exclusion competitive de bacteries patho- 
genes sur des cellules intestinales. 

2. Souche de Bifidobacterium selon la revendication 2, selectionnee parmi les souches Bifidobacterium breve CNCM 
1-1226, Bifidobacterium infant is CNCM 1-1227, et Bifidobacterium long urn CNCM 1-1228. 

3. Composition alimentaire ou pharmaceutique comprenant une souche de bacterie lactique selon Tune des reven- 
dications 1 et 2. 

4. Composition selon la revendication 3, dans laquelle ladite composition alimentaire est un lait acidifie ou une formule 
lactee en poudre. 

5. Utilisation d'une bacterie lactique selon Tune des revendications 1 et 2, dans la preparation d'un support administre 
a I'homme ou a des animaux dans un but therapeutique ou prophylactique au niveau du systeme gastro-intestinal. 
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